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A TRPV1 RECEPTOR, MINT CÉLMOLEKULA RÖVID ISMERTETÉSE 
 
A kapszaicin érzékeny neuronok és azok hármas funkciója 
A nociceptorok az elsődleges érző neuronok egy csoportját képezik. Szerepük a 
káros ingerek feldolgozása a periférián. A nociceptorok legnagyobb csoportja 
polimodális, amely képes mindhárom típusú fájdalmas ingert (fájdalmas mechanikai, 
hő, valamint a károsító pH, vagy más kémiai ágensek okozta ingerek) érzékelni [1]. 
Ezekre a polimodális nociceptorokra jellemző, hogy egyben kapszaicinre is 
érzékenyek [2;3]. 
A kapszaicin-érzékeny érzőideg-végződések hármas funkcióval bírnak. Az első a 
klasszikus afferens funkció, amely a fájdalmas inger érzékelését, ingerületté való 
átalakítását és továbbítását jelenti a központi idegrendszer (KIR) felé. Kapszaicin 
hatására az aktivált perifériás idegvégződésekből több neuropeptid is felszabadul, 
amelyek arteriális vazodilatációt, plazma protein extravazációt és a gyulladásos 
sejtek akkumulációját váltják ki a beidegzett területen [4;5]. Ezt a jelenséget hívjuk 
neurogén gyulladásnak [6], ami a kapszaicin-érzékeny idegek ún. lokális efferens 
funkciója. Azonban ezekből az idegvégződésekből szomatosztatin is felszabadul, 
amely bejutva a keringésbe szisztémás gyulladáscsökkentő és fájdalomcsillapító 
hatást fejt ki. Ezt nevezzük a kapszaicin-érzékeny nociceptorok szisztémás efferens 
funkciójának [7a,b].  
 
A kapszaicin receptor: Tranziens Receptor Potenciál Vanilloid 1 (TRPV1) 
Szerkezet. A TRPV1 cDNS-ét egy ligand-függő kation csatornaként klónozták és 
kapszaicin receptornak, vagy 1-es típusú vanilloid receptornak nevezték el [8]. Majd 
a tranziens receptor potenciál (TRP) csatornákkal mutatott szerkezeti analógiának 
köszönhetően besorolták a TRP családba és átnevezték tranziens receptor potenciál 
vanilloid 1 (TRPV1)-nek [9]. A TRPV1 egy politopikus fehérje. Hat transzmembrán 
(TM) doménből épül fel, a C- és N-terminálisai intracellulárisan helyezkednek el. Az 
ötödik és hatodik TM domén között egy rövid, pórust formáló hidrofób hurok található 
[8]. A receptor a membránban egy tetramer struktúrát vesz fel, négy TM5-pórus 
hurok-TM6 egymás felé fordulva a csatorna középpontját képezi, amely így egy 
szelektív kaput alkot [10].  
Aktivátorok. A TRPV1 egy integratív nociszenzor fehérje, mert (1) vanilloidok, (2) 
fájdalmas hőinger és (3) protonok is képesek aktiválni [11]. A (1) vanilloidok, úgymint 
a kapszaicin és annak analógjai, pl. reziniferatoxin (RTX) lipofilek és átjutva a 
sejtmembránon a receptor intracelluláris oldalához kötődnek [12]. A vanilloidok 
mellett egyéb endogén anyagok is képesek aktiválni a receptort, pl: N-oleoildopamin 
(OLDA), anandamid (AEA) és lipoxigenáz termékek [13-15]. Ezek az agonisták mind 
lipofilek és hasonlóan a vanilloidokhoz a kötőhelyük a TM-ek intracelluláris oldalán 
található [16]. A TRPV1-ről írták le elsőként, hogy (2) hővel is aktiválható (43°C) 
kation csatorna [11]. Szobahőmérsékleten az (3) extracelluláris protonok is képesek 
a csatorna nyitására, vagy a fájdalmas hőre és egyéb stimulusokra adott válasz 
potencírozására [11;17]. A TRPV1 csatorna alacsony szelektivitásának 
köszönhetően egy- és kétértékű kationokat is képes átengedni, úgymint Na+ és Ca2+ 
[8;18]. Az előbbi az akciós potenciál és így a fájdalom kialakulásáért felelős, az 
utóbbi pedig főként a neurogén gyulladás létrejöttében játszik szerepet. Egy hosszan 
tartó, vagy magas koncentrációjú kapszaicin kezelés során a csatorna sokáig nyitott 
állapotában megnövekedett mennyiségű Ca2+ áramlik be a sejtbe. Ez a pozitív 
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membránpotenciál megnövekedését és így deszenzitizációt idéz elő, ami a 
feszültség-függő Na+ csatornák fokozatos inaktivációjához, azaz a fájdalomérzékelés 
megszűnéséhez vezet [19].  
Előfordulás. A TRPV1 receptor elsődlegesen a polimodális nociceptorokon 
található, de különböző, nem neuronális sejteken is expresszálódik, mint a 
keratinocitákon, uroepitéliális-, simaizom- és endotél sejteken, valamint az 
immunrendszer egyes sejtjein [20]. Különböző tanulmányokban, különböző 
metodikák felhasználásával leírták, hogy a TRPV1 megtalálható a KIR-ben is, de 
knock-in egerekkel végzett kísérletek a TRPV1 jelenlétét csak a kaudális 
hipotalamuszban és annak közvetlen környékén erősítették meg [21]. 
TRPV1 a fájdalomcsillapításban. Mivel a TRPV1 az agonistáival deszenzitizálható, 
így az antagonistáktól merőben eltérő fájdalomcsillapítási módszert lehet 
megvalósítani. Azonban a TRPV1 agonisták egy átmeneti hipotermiát is kiváltanak, 
amely koordinált hőleadás eredményeképpen jön létre, a meleg környezet teljes 
elkerülése, a vazodilatáció és az anyagcsere lelassulása révén [22a,b-24]. Ezt a 
hatást a Trpv1 knock out (KO) egereknél sem kapszaicinnel, sem pedig RTX-szel 
nem lehet előidézni [25;26]. Az antagonisták a TRPV1 csatorna kapumechanizmusát 
gátolják, és mind a gyulladásos, mind pedig a krónikus neuropátiás fájdalom 
esetében jó hatékonyságot mutatnak [27]. A TRPV1 antagonisták vazokonstrikció és 
megnövekedett termogenezis révén hipertermiát váltanak ki. Ez a hatás a Trpv1 KO 
egereknél nem figyelhető meg, tehát ez a hatás TRPV1 mediált [26;28].  
 
Egy másik TRP csatorna: ankyrin repeat domain 1 (TRPA1) receptor 
A TRPA1 receptor a TRP ioncsatornák családjába tartozó TRPA oldalág egyetlen 
tagja emlősökben [10;29]. 
A TRPA1 túlnyomórészt a TRPV1-gyel együtt expresszálódik a polimodális 
nociceptorokon, de megtalálható a tüdőben lévő fibroblasztokon és a belsőfül 
szőrsejtjein is [29]. Kapszaicinnel nem aktiválható, de izotiocianát származékok (pl. a 
mustárolajban megtalálható allil-izotiocianát) vagy a formaldehid képesek aktiválni 
[30]. A TRPA1 17°C alatti fájdalmas hideggel is aktiválható és szenzitizálható, ezért a 
fájdalmas hideg receptorának is tekintik [29;31]. Aktivációja során az érzőideg 
végződésekben kis fokú Ca2+-beáramlás jön létre, ami egyrészt akut fájdalmat, 
másrészt a perifériáról felszabaduló neuropeptideknek köszönhetően neurogén 
gyulladást indukál [32]. 
 
 





RNS interferencia (RNSi). Az RNSi az evolúció során konzerválódott, szekvencia 
specifikus, poszt-transzkripcionális, dupla szálú RNS-ekkel (dsRNS) létrejövő 
géncsendesítő folyamat. Már több, az RNSi-ban résztvevő dsRNS-t azonosítottak, 
amelyek közül a legfontosabbak a rövid interferáló RNS-ek (siRNS) és a mikroRNS-
ek (miRNS).  
Az siRNS-ek extragenomiális eredetűek, és feladatuk a genom integritásának 
megóvása a különböző idegen, vagy invazív nukleinsavakkal szemben, mint a 
vírusok, transzpozonok és transzgének [33]. Az siRNS 21-23 nukleotid (nt) hosszú, 
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dupla szálú RNS, mindkét 3’ végén 2 nt hosszúságú túlnyúló véggel. A Dicer vágja ki 
egy hosszú, komplementer dsRNS-ből a citoplazmában. Ezt követően az RNS 
induced silencing complexhez (RISC) csatlakozik, ahol kicsavarodik [34-36] és az ún. 
utazó (sense) szál, amelynek az 5’ vége magasabb relatív stabilitással bír, 
degradálódik [35]. A másik, vezető (antisense) szál a RISC-kel együtt egy 
ribonukleoprotein komplexet képez, és a Watson-Crick bázispárosodásnak 
köszönhetően felismeri a célul szolgáló komplementer mRNS-t, amelyet a RISC 
nukleáz aktivitásánál fogva elvág [34;36]. Végül az elvágott mRNS leválik a 
komplexről, degradálódik és az így szabaddá vált komplex újabb mRNS-t képes 
magához kötni [36].  
A miRNS-ek endogén eredetűek és az endogén gének szabályozásában van 
szerepük. A genomról több hurkot tartalmazó pri-miRNS íródik át [33], amelyet a 
Drosha elvág és pre-miRNS-eket eredményez [37;38]. Ez a citoplazmába 
exportálódik, ahol a Dicer az érett, kétszálú miRNS-t kivágja belőle [39]. Végül az 
érett miRNS antisense szála stabilan kapcsolódika a RISC-hez [38] és megköti vagy 
tökéletes, vagy részleges bázispárosodással a komplementer mRNS-t [36]. Ha a 
bázispárosodás tökéletes, a mRNS elvágódik és degradálódik, ha nem, akkor csak a 
transzlációja gátlódik a riboszómákon [40]. 
Több lehetőség is van a knockdown fenotípus létrehozására. Egyrészt siRNS-eket, 
amelyek exogén (kémiai vagy enzimatikus) úton szintetizálhatóak, juttathatunk be 
sejtekbe vagy állatokba. Ez esetben csak egy átmeneti csendesítő hatást tudunk 
elérni, mivel nincs az siRNS intracelluláris reprodukciójára lehetőség [34]. Másrészt 
az interferáló RNS-t a sejten belül is megtermeltethetjük miRNS-ek, vagy rövid hurok 
alakú RNS-ek (shRNS) segítségével. Az shRNS-ek egy DNS konstrukcióról íródnak 
át, amely kódol egy 21-29 nukleotid hosszú, a célszekvenciával megegyező (sense) 
szálat. Ehhez kapcsolódik egy rövid hurok szekvencia, majd a cél szekvencia 
fordított komplementere (antisense szál) és egy rövid (5-6 T) terminátor regió [34]. 
Amikor ez in vivo átíródik, általában Pol III promóterek (U6 vagy H1) irányításával, a 
rövid transzkriptum visszahajlik önmagára és hurok alakzatot vesz föl. Ezt a Dicer 
átalakítja egy dupla szálú siRNS-é, amely a már korábban leírtak szerint komplexet 
alkot a RISC-el [41].  
 
Transzgenezis lentivírusokkal. A lentivírusok, úgymint a Humán Immundeficiencia 
Vírus (HIV) a retrovírusok családjába tartoznak. Képesek megfertőzni az osztódó, a 
nem osztódó és a differenciált sejteket is. Miután bejutottak a gazdasejtbe, a virális 
RNS genom reverz transzkripcióval átíródik cDNS-re és stabilan beépül a gazdasejt 
genomjába. 
A transzgenezishez korlátozott replikációjú vírusokat használnak, ugyanis a 
genomjukból azon géneket, amelyek nem esszenciálisak, eltávolították. A transzfer 
plazmidban található az ún. cis-ható szekvenciák és a vírus két long terminal repeat 
(LTR) szekvenciái között elhelyezkedő, a transzgén beépítésére szolgáló klónozó 
hely. Az LTR-ek elengedhetetlenek az általuk közbezárt transzgén beépüléséhez a 
gazdagenomba. De mivel promóter és enhancer szerepük is van, képesek a köztes 
transzgén transzkripcióját is befolyásolni. Ezért ún. self inactivated (SIN) lentivírus 
vektorokat hoztak létre, amelyekben megszüntették a virális promóter aktivitást. 
További előnye, hogy ez a rendszer kiküszöböli a virális LTR-ek és a transzgén 
internális promótere között fellépő interferencia lehetőségét is [42]. A transz-ható 
elemek, amelyek feltétlenül szükségesek a vírusok előállításához, az infekcióhoz és 
a gazdagenomba történő beépüléshez, a segédplazmidokban találhatók. Ezek 
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tartalmazzák az integrázt, a reverz transzkriptázt, a szerkezeti fehérjéket, valamint a 
burok glikoproteineket kódoló géneket [43]. 
Ezeknek a módosított vírusoknak a replikációja egy ciklusra korlátozódik. A 
transzdúcer sejtekbe bejuttatott transzfer- és segéd plazmidokból transzgént 
tartalmazó virionok jönnek létre, amelyek a gazdasejt megfertőzése után 
provírusként stabilan beépülnek a gazdagenomba anélkül, hogy újabb vírusokat 
lennének képesek létrehozni. Így, ha a transzgén egy shRNS-t kódol, az stabilan 
beépül a genomba, átíródik, exportálódik a citoplazmába, végül az endogén RNSi 
útvonalba bekapcsolódva a kívánt mRNS-t degradálja [41]. 
A transzgenikus állatok lentivírusokkal történő előállításának egyik lehetősége, hogy 
a vírusokat közvetlenül az egysejtes állapotban lévő zigóta zona pellucidája alá 
injektálják [44]. Ez az eljárás független a sejtmag helyzetétől és annak 
láthatóságától, továbbá nem károsítja sem a sejtmembránt, sem a magmembránt. 
További előnye, hogy a transzgén csak egy kópiában épül be, így szerkezetileg 
jobban hasonlít egy endogén génhez, ezért kevésbé van kitéve az epigenetikus 




A munkám célja TRPV1 knockdown egerek és patkányok előállítása volt. Ehhez a 
következő lépéseket kellett megtennünk: 
1.  a mások által közölt anti-TRPV1 siRNS-ek hatékonyságának és specificitásának 
in vitro tesztelése.  
2. több shRNS és miRNS konstrukció építése és in vitro validálása. 
3. a legjobban működő konstrukció lentivirális plazmid rendszerbe történő 
beépítése, és belőlük lentivírus vektorok gyártása.  
4. a lentivírus vektorok mikroinjektálása egysejtes embriókba. 
5. a született transzgenikus állatok tipizálása, majd egy transzgenikus vonal 
felállítása. 
6. transzgenikus állatok tulajdonságainak vizsgálata különböző in vitro és in vivo 
modellekben. 
 
I.3 VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 
 
siRNS oligonukleotidokkal végzett kísérletek 
Áramlási citométerrel végzett mérések: ND-C és CHO sejtekbe 200 ng patkány-
TRPV1eGFP fúziós fehérjét expresszáló pZS5 vektort [47] együttesen 
transzfektáltunk a már mások által leírt [48] 8 pmol anti-TRPV1 siRNS-sel (VsiR1) ill. 
a kontrollként szolgáló VsiR1INV-vel. Egész éjszakás inkubációt követően a patkány-
TRPV1eGFP fúziós fehérje fluoreszcenciáját áramlási citométerrel mértük és az 
eredményeket a csak pZS5-tel transzfektált sejtekhez hasonlítottuk %-ban kifejezve.  
 
Mikrofluorimetriás mérések: Wistar újszülött patkányok TRG-jéből trigeminális 
ganglionsejt tenyészetet készítettünk [49]. A sejttenyészetet egy éjszakán át 
előkezeltük 50 nM VsiR1, vagy VsiR1INV siRNS-sel, majd a következő nap a 
sejteket megfestettük 1 µM fura-2-acetoxy-metilészter (AM) fluoreszcens Ca2+-
indikátor festékkel. A sejtekbe beáramló kálcium mennyiségét fluoreszcens 
mikroszkóp alatt mértük, ahol a sejteket alternálva 340 és 380 nm hullámhosszú 
fénnyel világítottuk meg. Az emittált fényt 510 nm hullámhosszúságon detektáltuk és 
a fluoreszcencia intenzitás arányát (R=F340/F380) folyamatosan mértük. A TRPV1 
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receptorok izgatásához 330 nM kapszaicint (ECS-ben hígítva) használtunk, míg a 
TRPA1 receptorokat 100 µM mustárolajjal (ECS-ben hígítva) aktiváltuk. Receptort 
expresszáló sejteknek azokat tekintettük, amelyek agonista kezelés hatására ΔR 
>0,1 értékkel válaszoltak. Az agonistára reagáló sejteket megszámoltuk, ezt az 
siRNS-sel nem előkezelt, reagáló sejtek számához (100%) viszonyítottuk %-ban 
kifejezve.  
 
Knockdown transzgenikus állatok létrehozása 
shRNS-ek és miRNS-ek megépítése, tesztelése: 14 shRNS-t terveztünk. Közülük hat 
(shRNSa, és shRNSc-től shRNSg-ig) a patkány TRPV1 mRNS különböző 
szakaszaihoz kötődik, a továbbiak (shRNSb, és shRNSi-től shRNSm-ig) pedig az 
shRNSa, amely a VsiR1 siRNS-sel azonos helyre kötődik, különböző variánsai. Az 
shRNS-eket kódoló DNS-eket négy oligonukleotidból építettük meg, amelyeket 
klónoztunk a pU6Abase plazmid ún. alap szekvenciájába a humán U6 promóter 
mögé.  
A miRNS-eket hasonló módon építettük meg, mint az shRNS-eket, de ezeket a 
pDsRedmibase vektorba klónoztuk az 5’ és 3’ miRNS szabályozó szekvenciák közé, 
amelyek egy miRNS155-öt kódolnak. Ezt az egész konstrukciót a DsRed fluorescens 
fehérje mögé helyeztük el, amely egy CMV promóterrel működik. 
Végül ezeket az shRNS-eket és miRNS-eket expresszáló plazmidokat külön-külön a 
patkány-TRPV1eGFP fúziós fehérjét expresszáló plazmiddal (pZS5) együtt 
transzfektáltuk ND-C sejtekbe, és a patkány-TRPV1eGFP expresszióját áramlási 
citométerrel mértük. A kapott eredményeket azon sejtekhez hasonlítottuk, amelyeket 
pZS5-tel és pU6Abase-zel, vagy pDsRedmibase-zel transzfektáltunk (100%) és az 
eltéréseket %-ban adtuk meg.  
 
A lentivírusok elkészítése: Ezt a munkafolyamatot Kvell Krisztián végezte a Pécsi 
Egyetem Immunológiai és Biotechnológiai Intézetében. Az shRNSa konstrukciót a 
humán U6 promóterrel együtt a pWPTS-GFP plazmidba átraktuk, az EF1 promóterrel 
ellátott eGFP transzkripciós egységgel azonos irányultsággal. Majd ezt a lentivirális 
transzfer plazmidot, amit pLshRNSa-nak neveztünk el, psPAX2 és pMD2g segéd 
plazmidokkal együtt transzfektáltuk HEK293T transzdúcer sejtekbe, CaCl2 módszer 
alkalmazásával. A létrejött vírusokat a sejtek felülúszójából összegyűjtöttük és 
tisztítottuk. A virális titert HeLa sejteken határoztuk meg, ahol a GFP-t expresszáló 
sejtek %-os értékét mértük áramlási citométerrel. Végül a vírusokat 20%-os 
szacharóz oldatban koncentráltuk ultracentrifugálással, amíg a titer elérte a 108 
TU/ml-es koncentrációt. 
 
A lentivírus vektorok bejuttatása: Ezt a munkafolyamatot Bender Balázs és Bősze 
Zsuzsa végezte a gödöllői Mezőgazdasági Biotechnológiai Kutatóintézetben.  
Sprague Dawley nőstény patkányok és FVB/Nhsd nőstény egerek szuperovulációját 
váltották ki, majd a megtermékenyítés után az egysejtes állapotban lévő embriókat a 
petevezetékből eltávolították. A lentivírusokat egy módosított metodika alapján a 
zona pellucida alá mikroinjektálták [50]. Az injekciós pipettán lévő tű hegyét átszúrták 
a zona pellucidán és finom pozitív nyomást alkalmazva a koncentrált vírusokat 
beinjektálták a zona pellucida és a sejtmembrán közé. Végül a korai stádiumban 






A transzgenikus állatok azonosítása és jellemzése 
Transzgenikus állatok genotipizálása: A DNS-t farok szövetből izoláltuk 
izopropanolos kicsapással. A transzgén meglétét genomiális PCR-ral határoztuk meg 
GFP specifikus (forward: 5’-CTCGTGACCACCCTGACCTAC-3’, reverse: 5’-
CATGATATAGACGTTGTGGCTGTT-3’), és shRNS specifikus (forward: 5’-
GAGGGCCTATTTCCCATGAT-3’, reverse: 5’-TAAAGGTACCTCGCGAATGC-3’) 
primerekkel.  
 
A transzgén beépülés helyének meghatározása ligáció-mediálta PCR-al (LM-PCR): 
A transzgén beépülésének a helyét LM-PCR-ral határoztuk meg [51]. A genomiális 
DNS-t HaeIII restrikciós endonukleázzal emésztettük. Ezt követően az első PCR 
során egy a transzgénre specifikus primer no.1-t (5'-
CAGGGTACCTTTAAGACCAATGAC-3’), a második PCR során Y-primer D-t és a 
transzgénre specifikus primer no.2-t (5'-TTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGG-3’), 
végül a harmadik PCR során Y-primer G-t és transzgén specifikus primer no.3-t 
használtunk (5'-TCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTG-3’). A végső PCR termék egy 
~500 bp hosszúságú fragment volt, melyet szekvenáltattunk a no.3 és Y-primer G 
primerekkel és a vírusszekvenciához kapcsolódó kromoszómális szekvencia alapján, 
BLAST felhasználásával meghatároztuk a beépülés helyét. Majd az egész, ~4,5 Kb 
hosszú beépült provírust amplifikáltuk a vírus szekvenciához kapcsolódó 
kromoszómális DNS-re specifikus primerekkel, mint a Chr3A (5'-
GCTTTAAATGCCTTCCTTGTTAAA-3’) és Chr3B (5'-
TAACTGAGAAGCAAGGTTTTGTTG-3’). Végül ugyanezen primerekkel a 
kromoszómális részeket szekvenáltattuk.  
 
Mennyiségi PCR (qPCR): Négy hetes egerek TRG sejtjeiből totál RNS-t izoláltunk, 
majd oligo-dT primerekkel reverz transzkripciót végeztünk. A TRPV1, TRPA1 és 
TRPV3 mRNS-ek mennyiségét qPCR-ral (Mm01246301_m1, Mm00625268_m1 és 
Mm00454996_m1 TaqMan próbák) határoztuk meg. A ΔCt értékeket a hipoxantin 
foszforiboziltranszferáz 1 és β2-mikroglobulin háztartási génekre történt 
normalizálással kaptuk meg.  
 
TRPV1 aktivitásának mérése TRG sejteken mikrofluorimetriával: A TRG sejtekből 
álló sejttenyészetet néhány napos egerekből készítettük el. A mérés, a receptorok 
aktiválása kapszaicinnel vagy mustárolajjal, valamint a kiértékelés ugyanazon 
metódus szerint történt, mint az siRNS-sel végzett kísérlet esetében. Az agonistákra 
reagáló sejteket megszámoltuk és a kezeletlen sejtekhez hasonlítottuk őket %-ban 
kifejezve. 
 
Szemtörlés teszt: Az egerek szemébe kapszaicint (10 µg/ml) cseppentettünk és a 
mellső lábakkal végzett szemtörlések számát számoltuk.  
 
Talpon kiváltott nocifenzív viselkedés mérése: Az egerek bal hátsó lábának talpi 
részébe kapszaicint (20 µl, 100 µg/ml) vagy annak oldószerét injektáltuk. A kiváltott 
nocifenzív viselkedés mértékét pontszámokkal jellemeztük, amely a talpnyalással 
eltöltött időből és a talprázások számából tevődik össze.  
 
Fülön kiváltott akut neurogén gyulladás mérése: Az egerek fülének mindkét oldalát 
30 μl, 2,5%-os kapszaicinnel (96%-os etanolban oldva) vagy 3%-os mustárolajjal 
(paraffin olajban oldva) kentük be. A fül duzzadásának mértékét egy 5 órás 
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intervallumban óránként mértük műszaki mikrométer segítségével. A duzzadás 
mértékét %-ban fejeztük ki a kezdeti értékhez viszonyítva és az oldószerrel kezelt 
állatokhoz hasonlítottuk.  
 
RTX által kiváltott hipotermia: Az egerek testhőmérsékletét a rektumon keresztül egy 
digitális hőmérővel mértük 20 µg/kg RTX i.p. beadása előtt és 7,5, 15, 30 és 60 
perccel utána.  
 
RTX által kiváltott perifériás vazodilatáció: Transzgenikus, nem transzgenikus és 
Trpv1 KO nőstény egerek altatást követően i.p. 20 μg/kg RTX injekciót kaptak. A 
farokban kialakuló véráramás változást magas-felbontású PIM-2 lézer Doppler 
scannerrel mértük.  
 
Környezeti hőmérséklet-preferencia mérése: Az egereket egy olyan készülékbe 
helyeztük el, amelyben azok szabadon, két hőmérséklet (30°C vs. 35°C) között 
választhattak. 40 percen keresztül, 10 perces intervallumokra bontva mértük az 
egyes hőmérsékleten eltőltött időt és az eredményeket %-ban adtuk meg. A mérés 




siRNS oligonukleotidokkal végzett kísérletek 
siRNS-ek hatása ND-C és CHO kotranszfektált sejteken: VsiR1 siRNS transzfekció 
után a GFP fluoreszcenciája szignifikánsan csökkent az ND-C (15,4 ± 3,5%) és CHO 
(25,3 ± 6,7%) sejtekben a csak pZS5-tel transzfektált sejtekhez (100%) viszonyítva. 
Ahogy várható volt, a TRPV1 knockdown hatás nem, vagy csak nagyon kis 
mértékben jelentkezett a kontroll VsiR1INV siRNS-sel transzfektált ND-C (102,4 ± 
9,4%) és CHO (85,1 ± 6,8%) sejtekben.  
 
siRNS-ek hatása a TRPV1-et természetesen expresszáló TRG neuronokon: Az 
siRNS-sel nem kezelt mintákon a TRG sejtek 49,5%-a (95-ből 47) reagált (ΔRF340/380 
>0,1) kapszaicin-indukcióra. Ez az érték szignifikánsan csökkent 6%-ra (134-ből 8) 
VsiR1 siRNS-sel való előkezelés után, amíg a VsiR1INV siRNS előkezelés nem 
okozott változást (48%; 79-ből 38). 
Hogy megerősítsük a VsiR1 siRNS szelektivitását és kizárjuk a nem specifikus 
hatásokat, a TRPA1 receptor aktivitását is néztük. A kezeletlen mintákon a 
mustárolaj a TRG sejtek 23%-át (60-ból 14) aktiválta, amely érték nem változott a 
VsiR1 siRNS-sel való előkezelés után (23%; 66-ból 15). Ezek az eredmények 
megerősítik a VsiR1 siRNS hatásosságát és szelektivitását a TRPV1 receptoron.  
 
Knockdown transzgenikus állatok létrehozása 
A különböző shRNS-ek és miRNS-ek in vitro tesztelése: A különböző shRNS 
konstrukció pU6Abase kontroll vektorhoz viszonyított expressziós értéke az 1-es 
táblázatban látható.  
A pU6shRNSa, amelyet a VsiR1 siRNS alapján terveztünk, majdnem teljesen gátolta 
a patkány-TRPV1eGFP expresszióját. A pU6shRNSc és pU6shRNSe ugyancsak 
erőteljes, viszont a pU6shRNSf csak visszafogott gátlóhatást fejtett ki. Ezzel 
szemben a pU6shRNSd és pU6shRNSg nem befolyásolták a patkány-TRPV1eGFP 
expresszióját. Érdekes, hogy a pU6shRNSh, amelyet egy hatástalan kontrollnak 
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terveztünk, kisebb mértékben, de szignifikánsan csökkentette az expressziót. Ennek 




Továbbá megvizsgáltuk az shRNSa hét változatát is (shRNSb, shRNSi-shRNSn). A 
pU6shRNSb, amely egy antisense-hurok-sense felépítéssel rendelkezik és az elején 
egy extra G-t is tartalmaz, nem volt képes oly mértékben csökkenteni a patkány-
TRPV1eGFP expresszióját, mint a pU6shRNSa. Az egyszeres mismatch-et 
tartalmazó pU6shRNSi variáns elég hatékonyan, a tandem mismatch-et hordozó 
variáns (pU6shRNSj) mérsékelten, míg az elkülönülő dupla mismatch-et hordozó 






























         98±5 
pshRNSh kevert kontroll 
5’GCACGAUCAUCGUCUACAAUAGA 
UUCGUGCUAGUAGCAGAUGUUAUAG 
        79±4*** 
pshRNSb ellentétes hurok 
5’GAAGUUGAAGUAGAAGAUGCGCCG 
UUCUUCAACUUCAUCUUCUACGCGAA 












        81±3*** 
pshRNSl nagy hurok 5’GCGCAUCUUCUACUUCAAC
UUAGC 
UUCGCGUAGAAGAUGAAGUUGGUCA 




      15±2*** 
pshRNSn fordított  kontroll 
5’GCAACUUCAUCUUCUACGCGUUCG 
UUCGUUGAAGUAGAAGAUGCGCAAAA 




változat (pU6shRNSk) a legkevésbé gátolta az expressziót. A kilenc-bázisú hurokkal 
rendelkezó pU6shRNSl hasonlóan jól működött, mint a pU6shRNSa. A sense szálon 
egy egyszeres deléciót hordozó variáns (pU6shRNSm) esetében a hatékonyság 
lecsökkent, de nem nagymértékben. Végül a kontroll VsiR1INV-nek megfelelő 
pU6shRNSn a vártaknak megfelelően hatástalan volt.  
A leghatékonyabb shRNS-ekkel azonos támadáspontú két miRNS-t is terveztünk. A 
pDsRedmiRNSa kevésbé tudta gátolni a patkány-TRPV1eGFP expresszióját (24 ± 
10%), mint a vele megegyező támadáspontú pU6shRNSa. A másik miRNS 
(pDsRedmiRNSe) hasonlóan alulmúlta hatékonyságban (38 ± 15%) az shRNS párját 
(pU6shRNAe).  
Az shRNSa volt a leghatékonyabb ebben az in vitro tesztben, ezért ezt használtuk a 
továbbiakban a TRPV1 knockdown állatok létrehozásához. Mivel az shRNSa a 
mRNS egy olyan szakaszát ismeri fel, ami az egérben és patkányban is megegyezik, 
ezért mindkét állat esetében fel tudtuk használni.  
 
Lentivírussal történő transzgenezis: 96 lentivírussal injektált patkány embrióból 24 
született meg, de közülük egy sem mutatott 455-495 nm-es hullámhosszúságú kék 
fény alatt látható GFP expressziót, és nem adott pozitív GFP-specifikus PCR 
eredményt sem.  
60 injektált egér embrióból 43 született meg. Kettőn volt látható a GFP expresszió, 
de 5 adott pozitív GFP-specifikus PCR eredményt, amelyek közül két alapító állatot 
(#4 és #11) keresztezve vad típusú FVB/Nhsd egerekkel transzgenikus utódokat 
kaptunk.  
Az alapító állatok GFP-PCR-pozitív utódjainak szemébe kapszaicint cseppentettünk 
és a szemtörlések számát néztük. A vad típusú állatok esetében, ill. csak a GFP-t 
hordozó transzgenikus egerek esetében ez az érték 14,2 ± 0,9 és 15 ± 0,9 volt. Ezzel 
szemben a Trpv1 KO állatok nulla, vagy csak egy szemtörléssel válaszoltak. A 
legtöbb transzgenikus utód ezen értékek közti fenotípust mutatott, kevesebb, mint öt 
szemtörléssel.  
Ezen eredményekre alapozva a legérzéketlenebb 10-es számú állatot kiválasztottuk 
és szaporítottuk, hogy egy transzgenikus egér vonalat hozzunk létre a további 
kísérletekhez. A lentivírus vektor beépülésének helyét LM-PCR-ral meghatároztuk és 
megállapíthattuk, hogy egy kópia épült be a 3-as kromoszómába a 154300070 
nukleotidnál a zeta crystalline gén (GeneID 12972) mögé.  
Elválasztás után a 10-es állat minden egyes utódját PCR-ral és kapszaicinnel 
kiváltott szemtörléssel teszteltük. Ezek alapján az állatokat vagy transzgenikus (tg+) 
vagy nem transzgenikus (tg-) csoportba soroltuk. A további kísérletek során a tg- 
alomtársakat használtuk kontrollként.  
 
A transzgenikus állatok jellemzése 
Egerek TRG neuronjain expresszálódó TRPV1 analízise: Meghatároztuk TaqMan 
qPCR-ral a transzgenikus állatok TRG neuronjaiban a TRPV1, TRPV3 és TRPA1 
mRNS szinteket. TRPV3 mRNS szintje a tg+ és a tg- állatokban is a detektálási limit 
alatt volt. Viszont a TRPV1 mRNS szintben szignifikáns különbség mutatkozott a két 
állatcsoport között: tg- (ΔCt = 4,4), tg+ (ΔCt = 8,1). Az ezekből kapott ΔΔCt=3,7-es 
érték egy 13X-os TRPV1 mRNS csökkenést mutatott, azaz egy ~8%-os mRNS 
szintet a tg- állatokhoz viszonyítva. A TRPA1 mRNS szintben a tg- és tg+ állatok 
között nem találtunk különbséget. Ezek az eredmények is jól mutatják, hogy az 
shRNSa transzgén szignifikánsan és szelektíven csökkentette a TRPV1 
expresszióját a tg+ egerek TRG-jében.  
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A TRG neuronokban a funkcionális TRPV1 és TRPA1 receptorok mennyiségét is 
meghatároztuk fura-2 mikrofluorimetriával. A TRG neuronok 63%-a (123-ból 77) 
reagált kapszaicinre (ΔR=1,11 ± 0,16) a tg- állatokban. A tg+ állatokból származó 
neuronok egyike sem (134-ből 0) adott detektálható fluoreszcens jelet, mindegyik a 
háttérzaj (ΔR< 0,1) alatt volt. Ugyanakkor mustárolajra a TRG neuronok 23%-a (85-
ből 20) (ΔR=0,65 ± 0,36) válaszolt a tg- egerekben, és hasonlóan 21%-a (81-ből 17) 
(ΔR=0,59 ± 0,35) a tg+ állatokban. Tehát a TRPV1 elleni shRNS transzgén képes 
eliminálni a funkcionális TRPV1 receptorokat, amíg a TRPA1 receptor expresszióra 
nincs hatással.  
 
Talpon kiváltott nocifenzív viselkedés: Tg- állatok esetében a fájdalom nagyságát 
megadó érték az oldószerrel végzett kezelés után 20,2 ± 22,0 volt, amely kapszaicin 
intraplantáris beadása után szignifikánsan megnőtt (84,5 ± 33,2). A tg+ állatokban a 
kapszaicines kezelés jelentősebb fájdalmat nem idézett elő (24,4 ± 26,2), ami 
szignifikánsan nem is volt nagyobb, mint a szolvens által kiváltott fájdalom mértéke 
(12,0 ± 12,7). Ez jól mutatja, hogy a tg+ egerek talpában lévő polimodális szenzoros 
neuronokon csak nagyon kevés maradvány TRPV1 aktivitás található.  
 
Fülön kiváltott akut neurogén gyulladás: A tg- állatokban a kapszaicinnel kiváltott 
fülduzzadás mértéke legmarkánsabban 2 órával a kezelés után alakult ki (42,6 ± 
5,9%), amely a mérés ideje alatt mindvégig megmaradt. A tg+ állatokban nem jött 
létre fülduzzadás, szignifikáns növekedés nem volt mérhető az oldószerrel kezelt 
csoporthoz hasonlítva.  
A mustárolaj-kezelés a tg- és tg+ állatoknál egyaránt fülduzzadást váltott ki. A 
legnagyobb növekedést a kezelés utáni második órában mértük: 28,2 ± 5,5 (tg-) és 
31,4 ± 7,5% (tg+). Egyik állatnál sem okozott az oldószer szignifikáns változást a 
fülek vastagságában.  
Elmondhatjuk, hogy a TRPA1 receptor funkcionálisan nem sérült a tg+ állatokban és 
nem csak a TRPV1-hez kapcsolódó fájdalom-érzékelés, de a neurogén gyulladás 
kialakulása is szelektíven gátlódik bennük.  
 
RTX hatása az egerek testhőmérsékletére és perifériás vérkeringésére: RTX i.p. 
adását követően a tg- egerekben a testhőmérséklet minden mérési pontban 
szignifikánsan csökkent. A legalacsonyabb hőmérsékletet 30 perccel a beadás után 
érték el (33,3 ± 0,1°C, a kezdeti érték 37,2 ± 0,2°C volt). A tg+ egerekben a 
testhőmérséklet csak némileg, de nem szignifikánsan csökkent. A legalacsonyabb 
értéket ők is a 30. percnél érték el (36,2 ± 0,2°C). Ez is azt támogatja, hogy a tg+ 
egerekben a TRPV1 aktivitás szignifikánsan kisebb, de nem tűnt el teljesen.  
A farok vérátáramlásának változását is vizsgáltuk lézer Doppler scanner 
segítségével tg-, tg+ és Trpv1 KO egerekben. Az i.p. RTX kezelés szignifikáns 
vérátáramlás-növekedést idézett elő a tg- egerek farkában, a legnagyobb értéket a 
15. percben érték el (75,8 ± 25,9%, a kezdeti értékhez viszonyítva). A tg+ és Trpv1 
KO állatok esetében csak egy kismértékű változást figyeltünk meg, a maximum 
értéket a 27. percben érték el: 35,5 ± 2% és 21,9 ± 18,5%. Tehát RTX i.p. adása 
következtében a tg+ egerek farkában vazodilatáció nem alakult ki.  
 
Egerek környezeti hőmérséklet-preferenciája: A tg- és tg+ nőstény egerek rektális 
hőmérséklete és hőmérséklet preferenciája között nem volt statisztikailag 
szignifikáns különbség. Bár a tg+ hím egerek egy kicsivel több idő töltöttek 35°C-on, 
mint a tg- hím egerek, ez a különbség csak a második mérési pontban volt 
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szignifikáns (tg-: 21,1 ± 2,0%; tg+: 29,0 ± 2,7%). Érdekes, hogy a tg+ hím egerek egy 
kicsivel több időt töltöttek a melegebb hőmérsékleten, mégis a rektális hőmérsékletük 
szignifikánsan alacsonyabb volt a kísérlet végén.  
 
I.5 MEGBESZÉLÉS, KÖVETKEZTETÉSEK 
 
A dolgozatom első részében azt ismertettem, hogy a TRPV1 receptor knockdown 
állatokat hogyan állítottuk elő és hogyan jellemeztük.  
Első lépésben siRNS-sel hatékonyan és szelektíven gátoltuk a TRPV1 expresszióját 
transzfektált sejteken és patkány izolált TRG neuronokon. Mivel a további célunk 
TRPV1 knockdown transzgenikus egerek és patkányok előállítása volt, ezért egy 
hatékony TRPV1 elleni shRNS konstrukciót kellett létrehoznunk.  
Több shRNS-t terveztünk a patkány TRPV1 mRNS különböző helyeit megcélozva. A 
leghatékonyabb shRNS (shRNSa) kötődési helye a korábban már in vitro tesztelt 
VsiR1 siRNS–sel megegyező volt. Nem vizsgáltuk, hogy egyes shRNS-ek miért nem 
voltak elég hatékonyak, de a mi tapasztalataink is egybecsengenek mások 
észrevételeivel, miszerint minden egyes célba vett gén esetében több interferáló 
RNS-t kell tervezni és tesztelni. Továbbá az shRNSa-nak különböző változatait is 
elkészítettük. De sem a kilenc-bázisú hurokkal rendelkezó variáns (shRNSl), sem az 
antisense-hurok-sense szerkezetű variáns (shRNSb) nem volt jobb, mint az shRNSa. 
Továbbá az eredményeink azt mutatják, hogy az egyszeres mismatch csak minimális 
csökkenést idézett elő a hatékonyságban, ahogy azt már mások is leírták [52], 
viszont a tandem és a különálló dupla mismatchek a hatékonyságot jelentősen 
visszavetették. Az shRNS-ek mellett egy másik lehetőség a knockdown fenotípus 
kialakításához a mesterséges miRNS-ek alkalmazása. Mivel a mesterséges miRNS-
ek jobban hasonlítanak a RNSi-ban természetesen is megtalálható szubsztrátokra, 
ezért akár hatékonyabban is működhetnek [53]. Bár egyesek szerint a pol III 
promóterekkel átírt shRNS-ek, mivel nagy mennyiségben expresszálódnak, 
hatékonyabbak, mint a pol II promóterekkel átírt miRNS-ek [54]. Az általunk kapott 
eredmények is ezt támasztják alá, hiszen a mi miRNS-eink is alulmúlták a velük 
megegyező shRNS-ek hatékonyságát. 
Ezek után az előkísérletek után a legjobban működő shRNS-t (shRNSa) használtuk 
fel a lentivirális transzgenezis során.  
Annak ellenére, hogy több tanulmány is íródott patkányok egysejtes embróinak 
sikeres transzgeneziséről lentivírus szubzónális injekciózásával [55;56], sajnálatos 
módon a mi esetünkben ez a metodika nem volt eredményes.  
Másrészről, mivel az shRNSa támadáspontja mind a patkány, mind pedig az egér 
TRPV1 mRNS-én megyegyezik, ezért a vele elkészített vírusokat fel tudtuk használni 
az egerek esetében is. A transzgenezis hatékonysága (~12%) alulmaradt a várthoz 
képest (80%; [45]), de még mindig a többszöröse volt, mint amit a pronukleáris 
injekciózással el lehet érni (~2%; [57]). 5 alapító egér adott pozitív genomiális GFP-
PCR eredményt, de közülük csak kettő mutatott látható GFP fluoreszcenciát (#4-es 
és #11-es alapítók). A provírusok nem aktív kromatinba történő beépülése lehet az 
oka annak, hogy egyes állatokban a GFP nem expresszálódott. Az alapító állatok 
utódai között (F1 generáció) több transzgenikus is volt, amelyek GFP-PCR-ra és 
GFP fluoreszcenciára is pozitivitást és a kapszaicinnel kiváltott szemtörlés tesztben 
erősen csökkent érzékenységet mutattak. Ez megerősítést adott abban, hogy a 
lentivírussal bejuttatott shRNSa konstrukció a csíravonalba is bejutott, és így képes 
öröklődni. A továbbiakban kiválasztottuk az F1 generáció kapszaicinre legkevésbé 
érzékeny egyedét (#10), hogy továbbszaporításával megalapozzuk a transzgenikus 
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egér törzset (tg+). Meghatároztuk LM-PCR-ral, hogy ebben a vonalban a lentivirális 
vektor egyetlen kópiában épült be a genomba.  
A tg+ egerek a kapszaicinnel indukált szemtörlés tesztben csökkent érzékenységet 
mutattak (1-5 törlés). Ez annak lehet köszönhető, hogy van olyan mRNS, amely 
elkerülve az RNS interferenciát képes egy minimális receptorexpressziót 
eredményezni. Meghatároztuk qPCR segítségével a TRPV1 mRNS mennyiségét és 
azt találtuk, hogy a tg+ egerekben ez az érték kb. 8% a tg- egerekhez viszonyítva. 
Direkt módon nem tudtuk kimutatni a receptor fehérje jelenlétét, de az intracelluláris 
Ca2+-mérésekre alapozva, durva számítások alapján kisebb, mint 5%-ra becsüljük 
azt. Annak ellenére, hogy lehet valamennyi minimális maradék receptor expresszió a 
tg+ egerekben, azok TRPV1 receptor hiányos fenotípust mutattak in vitro, ahol 
egyetlen egy TRG neuron sem válaszolt kapszaicin izgatásra, és in vivo is, ahol a 
talpban kiváltott nocifenzív tesztben és a fülön előidézett neurogén gyulladásos 
tesztben is a kapszaicin érzékelésének a hiányát láttuk. 
A tg+ egerek hőszabályozását is vizsgáltuk. A TRPV1 csatorna nagyarányú 
csökkenését jelzi az is, hogy az i.p. beadott RTX nem váltott ki a tg+ állatokban 
hipotermiát, és a farokban sem idézett elő vazodilatációt. Továbbá, hasonlóan a 
Trpv1 KO egerekhez [26;58], a tg+ egereknél sem szobahőmérsékleten, sem pedig 
hőnek kitéve nem figyeltünk meg hipertermiát. Ezek az eredmények nem támogatják 
azt az elképzelést, hogy a TRPV1 receptornak van egy tónusos, abdominális 
preferenciájú hatása [26;59] a testhőmérséklet szabályozására.  
Próbáltuk TRG sejtekből qPCR-ral meghatározni a TRPV3 mRNS szintjét [60], de az 
a tg+ és tg- állatokban is a detektálási határ alatt volt, amely eltér a mások által 
előállított tg+ egerekben mértektől [61]. 
Állatainkban még megvizsgáltuk a TRPA1 receptor expresszióját és működését is 
izolált TRG neuronokon és mustárolaj-kiváltotta gyulladásos modellben. Mivel a tg+ 
egerekben sem a TRPA1 mRNS szint, sem a mustárolajra reagáló TRG neuronok 
száma, sem pedig a neurogén gyulladásos modellben a TRPA1 iránti érzékenység 
nem változott, elmondhatjuk, hogy a TRPV1 knockdown hatás szelektív és nem 
befolyásolja a TRPA1 receptort. Ugyanakkor a vad típusú egerekből származó 
érzőidegekben a mustárolajjal kiváltott áram nagyobb, mint a Trpv1 KO egerekben, 
és a TRPV1 receptor hiánya esetén a mustárolajra válaszoló sejtek száma kevesebb 
[62;63]. Tehát lehetséges, hogy létezik egy transzlációs vagy poszt-transzlációs 
szabályozás a két receptor között, és a TRPV1 knockdown egerekben a kis 
mennyiségben megmaradó TRPV1 receptorok elegendőek, hogy stabilizálják vagy 
szabályozzák a TRPA1 receptort a plazmamembránban.  
Sajnálatos módon nem tudtunk homozigóta tg+ egyedeket előállítani, mindig csak 
heterozigóta tg+, vagy tg- utódokat kaptunk. Mások kimutatták, hogy az U6 
irányította shRNS overexpresszió interferálhat a sejtben expresszálódó miRNS-
ekkel, ami akár letális is lehet [64]. Ezért úgy sejtjük, hogy a homozigótákban lévő két 
kópia U6-shRNS konstrukció már túl sok shRNS-t termel, és ez eredményezi az 
életképtelen homozigóta embriókat.  
A dolgozatomnak ebben a fejezetében bemutattam, hogy hogyan hoztunk létre egy 
jól működő TRPV1 knockdown transzgenikus egértörzset lentivirális 
transzgenezissel. A továbbiakban még tervezzük, hogy a törzzsel kapcsolatos 
felmerülő kérdéseket megválaszoljuk, valamint, hogy segítségükkel bővítsük eddigi 






II. A LIPID RAFT KÁROSÍTÁSÁNAK HATÁSAI  




A lipid raftok szerkezete. A sejtmembrán a korábban leírt Singer-Nicholson féle 
modelltől eltérően nem egységes, hanem rendezettebb struktúrával rendelkező ún. 
lipid raftok helyezkednek el benne [65]. A lipid raftok gazdagabbak koleszterolban, 
szfingolipidekben (glikoszfingolipidek (GSL-ek) és szfingomielin (SM)) és telített 
glicerofoszfolipidekben (GPL) a nem lipid raft régiókhoz képest. A kettős lipid 
rétegben ezeknek az alkotóelemeknek az elhelyezkedése nem szimmetrikus. A külső 
rétegben inkább szfingolipidek helyezkednek el, amíg a belső rétegben több telített 
GPL található. A koleszterol mindkét rétegben egyenlő arányban van jelen és 
szerepe egyrészt a szfingolipidek „feje” közti rész kitöltése, másrészt a zsírsavláncok 
kikötése a szemben lévő réteghez. A lipid raftok fehérjéket is tartalmaznak a külső 
vagy a belső réteghez kihorgonyozva, esetleg transzmembrán domének révén a 
membránon átnyúlva [65;66]. 
 
Lipid raftok a receptorkutatásban. Több lehetőség is van arra, hogy a lipid raftok 
szerepét a receptorok funkciójában megvizsgáljuk: a metil--cyclodextrin (MβCD) 
megnöveli a koleszterol oldékonyságát és eltávolítja azt a membránból [67], a 
szfingomielináz (SMáz) hidrolizálja a SM-t [68], a myriocin gátolja a SM bioszintézisét 
[69], valamint a D-threo-1-Phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol (D-
PDMP) gátolja a GSL-ek szintézisét [67]. 
Eddig csak kevés és ellentmondó eredményeket hozó kísérlet zajlott annak 
érdekében, hogy a TRPV1 csatorna működése és a lipid raftok közti esetleges 
kapcsolatot feltárják. DRG neuronokban MβCD-vel kiváltott koleszterol depléció a 
hővel indukált áramot nem befolyásolta, amíg a kapszaicin-aktiválta áram 
amplitudója szignifikánsan csökkent [70]. Ezzel szemben, korábban közöltek szerint, 
a koleszterol depléció nem befolyásolta a TRPV1 működését patkány C6 glioma 




Célul tűztük ki annak meghatározását, hogy a lipid raftban történő változtatások 
képesek-e a TRPV1 és TRPA1 csatornák aktiválhatóságát módosítani: 
1. Meg akartuk vizsgálni TRPV1-transzfektált sejtvonalon, hogy a koleszterol, SM és 
GSL-ek depléciója hogyan változtatja meg a csatornán beáramló Ca2+ 
mennyiségét különböző vanilloid és nem vanilloid aktivátorok alkalmazása esetén. 
2. Ugyanez volt a célunk TRPV1-et természetesen expresszáló érző neuronokon is. 
3. Végül a TRPA1 különböző agonistákkal való aktiválhatóságának változását 
akartuk megmérni SM depléciót követően érző neuronokon. 
 
II.3 VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 
 
TRPV1-et expresszáló CHO sejteken végzett kísérletek: TRPV1 receptort stabilan 
expresszáló CHO sejteket előkezeltünk MβCD-vel 30, SMázzal 60 percig, myriocinnal 
és D-PDMP-vel egy éjszakán keresztül. A kontrollként szolgáló sejteket hasonlóan 
kezeltük elő, de csak az anyagnak megfelelő oldószerrel. Majd a sejteket kálcium-
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mentes Hank’s oldattal (pH 7.4) mostuk, és inkubáltuk a receptor egyik agonistájával 
(100 nM kapszaicin, 3 nM RTX, 10 µM AEA, 10 µM OLDA) és 200 μCi/ml 45Ca2+ 
izotóppal. Amikor pH 5.5-tel aktiváltuk a receptort, először pH 7.4, majd pH 2.05 
Hank’s oldatot tettünk a sejteket tartalmazó lemezre, hogy a kívánt pH értéket 
elérjük. Az aktivációt követően a sejteket többször ECS-sel mostuk, a visszamaradt 
puffert elpárologtattuk, 0,1%-os SDS-sel a sejtekben felgyülemlett izotópot 
felszabadítottuk és szcintillációs folyadékba téve szcintillációs mérővel a 
radioaktivitást meghatároztuk. A 45Ca2+ felvétel értékét %-ban adtuk meg az 
oldószeres kontrollhoz (100%) viszonyítva. 
 
TRG neuronokonon végzett kísérletek: A TRG neuronokból álló sejtkultúrák 
elkészítése és a TRPV1 és TRPA1 receptorok aktivitásának mérése fura-2 
mikrofluorimetriával az I/3 fejezetben leírtak alapján történt. 
A TRG neuronokat különböző koncentrációjú MβCD-vel 30 percig, SMázzal, 
ceramiddal, vagy szfingozinnal 60 percig, myriocinnal, vagy D-PDMP-vel egy 
éjszakán keresztül inkubáltuk standard körülmények között. A kontroll esetében a 
sejtek az adott vegyület oldószerével volt előkezelve. 
A fura-2-AM festést követően a TRPV1 receptor aktivációja egy 10 mp-es kapszaicin 
(330 nM) vagy RTX (3 nM) adással történt. A TRPA1 receptort mustárolajjal (200 
µM) vagy formalinnal (0,01%) aktiváltuk 30 mp-ig. A belső raktárakból történő Ca2+ 
felszabaduláshoz a sejteket thapsigarginnal (200 nM) kezeltük 30 mp-ig. A 
feszültség-függő csatornák aktiválása 3 mp-es KCl (50 mM) adással történt.  
Azokat a sejteket tekintettük receptort expresszáló sejteknek, amelyek ΔR értéke az 
aktivációt követően >0,1. Az aktivált és nem aktivált sejtek arányát %-ban adtuk meg 




A koleszterol-kivonás hatása a TRPV1 receptoron 
1, 3 és 10 mM MβCD előkezelés után TRPV1-et expresszáló CHO sejtek 
kapszaicinre adott válasza dózistól függően csökkent 81,7 ± 8,8, 72,7 ± 19,4 és 57,5 
± 16,6%-ra. Hasonló szignifikáns csökkenés volt megfigyelhető OLDA aktivációt 
követően is (3 mM-os előkezelés után 56,9 ± 17,6% és 10 mM-os után 56 ± 22,7%). 
Más TRPV1 agonisták, mint az RTX, az endogén ligand AEA és az 5.5 pH által 
kiváltott aktivációra a hasonló előkezelés nem gyakorolt hatást.  
TRG neuronok esetében az előkezelés nélküli kontrollokon a kapszaicinnel aktivált 
reagáló sejtek aránya 62% (93-ból 58) volt, amely 3 és 10 mM MβCD előkezelést 
követően 39%-ra (38-ból 15) és 10,5%-ra (76-ból 8) csökkent. RTX aktiváció esetén 
a kontoll érték 57% (70-ből 40) volt és 22%-ra (77-ből 17) valamint 15%-ra (80-ból 
12) csökkent.  
 
A SM-károsítás hatása a TRPV1 és TRPA1 csatornákon 
Megváltozott TRPV1 aktiváció SM-emésztés után: TRPV1-et expresszáló CHO 
sejteken a 1 és 10 mUN SMáz előkezelés szignifikánsan csökkentette a kapszaicin-
kiváltotta 45Ca2+-felvételt 42,3 ± 15,8 és 19 ± 7,7%-ra. A hasonló előkezelés az RTX-
kiváltotta aktivációra nem gyakorolt hatást. Továbbá a kapszaicin-indukálta 45Ca2+-
felvétel 10 és 20 µM D-PDMP előkezelést követően a kontroll érték 51,3 és 23,5%-
ára csökkent. Ezek az előkezelések az RTX aktivációs hatását is csökkentették (68 
és 38%-ra). Hasonló aktivitás csökkenést mutattak az 5 és 50 nM myriocinnel 
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előkezelt sejtek a kapszaicin aktivációt követően (51 és 22%). Az 50 nM-os myriocin 
előkezelés az RTX által kiváltott aktivációt is csökkentette 47%-ra.  
TRG neuronok esetében a 10 mUN-os SMáz előkezelés a kapszaicinnel aktivált 
sejtek arányát 65%-ról (155-ből 101) 56%-ra (75-ből 42), a 30 mUN-os SMáz 
előkezelés szignifikánsan 48%-ra (75-ből 36) csökkentette. Az RTX esetében a 
válaszoló sejtek aránya a 10 és 30 mUN-os SMáz előkezelést követően a kontroll 
60,3%-ról (116-ból 70) 45%-ra (33-ból 15) és 34%-ra (32-ből 11) változott. A 
magasabb koncentrációjú D-PDMP (50 µM) előkezelés a kapszaicin (22%; 55-ből 
12) és RTX (11%; 47-ből 5) aktivációt is szignifikánsan csökkentette. Végül a 
magasabb koncentrációjú myriocin (200 nM) előkezelés ugyancsak szignifikáns 
csökkenést idézett elő mindkét agonista esetében: kapszaicin 30% (56-ból 17), RTX 
40% (60-ból 24).  
 
SMáz előkezelés hatása TRPA1 aktivációjára: SMáz előkezelés nélkül a 
mustárolajra válaszoló TRG neuronok aránya 26,8% (379-ből 98) volt. Ez az érték 10 
és 30 mUN-os SMáz előkezeléssel szignifikánsan csökkent 16,9 (148-ból 25) és 
4.1%-ra (97-ből 4). Formalinos aktiváció esetén a kontroll sejtek 39,7%-a (88-ból 35) 
aktiválódott, ami 10 mUN SMáz előkezelés után nem, de 30 mUN SMáz előkezelés 
után szignifikánsan csökkent 26,3%-ra (80-ból 21).  
 
SMáz előkezelés nem befolyásolta a belső membránokat, sem a feszültség-függő 
Ca2+ csatornákat: Thapsigargin hatására, amely a belső raktárakban lévő Ca2+-ot 
szabadítja fel [72], az előkezeletlen TRG neuronok 48,1%-ában (154-ből 74) mértünk 
Ca-jelet. Ez az érték nem változott szignifikánsan sem a 10 mUN (44,3%; 192-ből 
85), sem pedig a 30 mUN (44,9%; 107-ből 48) SMáz előkezelést követően. Ez jól 
mutatja, hogy az SMáz a belső membránokat nem károsította.  
KCl hatására a kontroll lemezeken a TRG neuronok 96%-a (76-ből 73) mutatott 
aktivációt és ez az érték nem változott 30 mUN SMáz előkezelés (95,2%; 83-ból 79) 
hatására sem. Hasonlóképpen az SMáz előkezelés a mért átlagos fluoreszcencia 
csúcsértékét sem változtatta meg a KCl-kiváltott indukció során, ami a kontroll 
lemezeken ΔR=1,107 ± 0,496 volt, míg az SMáz előkezelt lemezeken ΔR=1,143 ± 
0,506 volt. Ezzel szemben ez az érték az SMáz előkezelésnek köszönhetően 
szignifikánsan csökkent 1,066 ± 0,618-ról 0,403 ± 0,229-re a TRPV1 kapszaicinnel 
történő izgatása és 0,714 ± 0,316-ról 0,313 ± 0,120-ra a TRPA1 mustárolajjal való 
aktiválása során. 
 
Sem a ceramid, sem a szfingozin nem befolyásolta a TRPV1 receptor aktivitását: 
TRPV1-et expresszáló CHO sejteket az SMáz enzim termékeivel, 1 és 10 μM 
ceramiddal vagy szfingozinnal előkezeltünk és a TRPV1-et kapszaicinnel aktiváltuk. 
Nem találtunk receptor aktivitás csökkenést sem az 1 és 10 μM ceramid (120 ± 31,2 
és 126 ± 33,9%), sem pedig az 1 és 10 μM szfingozin (117 ± 29,8 és 115 ± 36,7%) 
előkezelést követően. 
 
MβCD és SMáz együttes alkalmazása megváltoztatta a TRPV1 receptor 
aktivitását 
Amikor TRG neuronokat együttesen előkezeltünk alacsony, önmagában nem 
hatásos koncentrációjú MβCD-vel (1 mM) és SMáz-zal (0,1 mUN), nem találtunk a 
kapszaicinre vagy RTX-re szignifikánsan kisebb választ.  
Viszont a TRPV1-et expresszáló CHO sejtek esetében a kombinált előkezelés egy 




II.5 MEGBESZÉLÉS, KÖVETKEZTETÉSEK 
 
Dolgozatomnak ebben a részében azt vizsgáltuk, hogy a lipid raft fő 
komponenseinek, mint koleszterol, SM és GSL-ek, depléciójával előidézett 
sejtmembrán károsítás hogyan hat a TRPV1 és TRPA1 kation csatornák nyithatósági 
tulajdonságaira.  
A koleszterol MβCD-vel előidézett depléciója a TRPV1-et expresszáló CHO sejteken 
gátolta a kapszaicin és OLDA által kiváltott kálcium választ, de az RTX, AEA és az 
alacsony pH általi válaszokat nem. Mivel a proton mediálta csatorna aktivációért és 
nyitásért a pórust alkotó hurok külső részén elhelyezkedő Glu 648 és Glu 600 
aminosavak a felelősek [73], ezért nem meglepő, hogy a lipid raft károsítás nem 
befolyásolta ezt a kapufunkciót. A kapszaicin és RTX kapunyitó tulajdonságai közti 
különbségek a koleszterol és SM depléció után ezen agonisták különböző 
allosztérikus kötőhelyeivel magyarázhatók. Ezek az agonisták intracellulárisan 
kötődnek a receptorhoz. A vanilloid gyök H-kötő tulajdonsága nélkülözhetetlen a 
kapszaicin hatásában, de az RTX-ében nem. Az RTX esetében talán a 3α-keto 
egységgel ellátott nagy hidrofób diterpén váz alapvető [74] és elegendő, hogy egy 
overexpresszált sejtvonalon a receptorhoz kötődjön még akkor is, ha a lipid raftból a 
koleszterol, vagy SM depletálva van. Ezzel szemben a receptort természetesen 
expresszáló TRG sejteken a koleszterol és SM depléció hasonló hatást fejtett ki a 
kapszaicin és RTX hatására. A különbségnek részben az lehet az oka, hogy 
különbség van az ioncsatornát körbevevő lipid raftban az overexpresszált és a 
természtesen expresszáló sejtek között. Mindazonáltal, az MβCD és SMáz együttes 
adásából fakadó eredmények, ahol csak a TRPV1-et overexpresszáló sejtvonalon 
volt csökkenés és a TRG-ken nem, abból is eredhetnek, hogy a TRPV1 és más TRP 
csatornák között interakció van [62]. 
A lipid raft SMázzal történt előkezelése mindkét TRPA1 agonista hatását 
befolyásolta, de a feszültség-függő Ca2+ csatornák vagy a thapsigargin hatását nem. 
A ceramid és szfingozin előkezelés sem befolyásolta a TRPV1 aktivitását. 
Együttesen ezen eredményekből levonhatjuk, hogy a sejtmembránban lévő lipid 
raftok fontosabb szerepet játszhatnak a ligand-függő TRP csatornák aktivációjában, 
mint azt eddig gondolták. Továbbá ezek az eredmények megerősítik az SMáz 
előkezelés, mint alkalmas farmakológiai módszertani eszköz megbízhatóságát is.  
További kísérletekre van szükség annak tisztázására, hogy az SMáz, SM és GSL-ek 
bioszintézisét gátló vegyületek hatásai közti különbségek az RTX kötődésével 
vannak-e kapcsolatban, vagy az utóbbi vegyületek hosszabb expozíciójával, amely 
jelentősebb eltérést idézhet elő a lipid raftban.  
Összegzésképpen elmondható, hogy a lipid raft az eddigi elképzeléseken túl 






A doktori értekezésemben olyan új megközelítési módokat mutattam be, amelyekkel 
többet megtudhatunk a már sokat kutatott TRPV1 receptorról.  
A dolgozatom első felében leírtam, hogy hogyan hoztunk létre lentivírusokkal 
transzgenikus TRPV1 knockdown állatokat.  
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Több shRNS és miRNS konstrukciót terveztünk és teszteltünk sejtkultúrákon. A 
leghatékonyabban működő shRNS-t beépítettük egy lentivirális vektor rendszerbe, 
amelyből vírusokat állítottunk elő és szubzónális injekcióval patkány és egér 
egysejtes állapotban lévő embrióiba juttatuk. Az egerek esetében több módon is 
tudtuk bizonyítani a transzgenezis hatékonyságát, és hogy a kialakult TRPV1 
fenotípus egy állandó és öröklődő tulajdonság. Tehát a saját eredményeink alapján 
csak megerősíteni tudjuk a lentivirális transzgenezis hatékonyságát, és támogatjuk 
azt a nézetet, hogy az RNSi egy alkalmas módszer lehet a fájdalomkutatásban, mind 
a validálásban, mind pedig a lehetséges új targetek leírásában. Viszont azt szemelőtt 
kell tartani, hogy ugyannak a fehérjének a hiánya, attól függően, hogy milyen 
módszerrel lett kiváltva, más mellékhatással bírhat, amit a TRPV1 knockout 
egerekben a csökkent, a knockdown egerekben a változatlan TRPA1 expressziós 
szint is jól mutat. Ezért az a személyes véleményem, hogy ezek a technikák nem 
helyettesíthetők egymással, hanem együttes alkalmazásukkal lehet pontosabb képet 
alkotni.  
A dolgozatom második felében a lipid raft deplécióját, mint új farmakológiai módszert 
használtuk, hogy a receptort ne önmagában, mint egy „magányos” fehérjét 
vizsgáljuk, hanem mint egy komplex membránstruktúra elemét. Bemutattuk, hogy a 
lipid raft képes befolyásolni a TRPV1 és TRPA1 receptorok aktivációját az 
aktivátorok hozzáférhetőségének megváltoztatásával. Ezek a változások attól is 
függhetnek, hogy a lipid raft megváltoztatásához milyen anyagot használunk, és 
hogy milyen receptor-expressziós rendszerben tesszük azt. Eredményeink több 
bizonyítékot is adnak arra, hogy ez a megközelítési mód egy teljesen új módszer 
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